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UITTREKSEL 



Werkwijze voor de bereiding van een N- 
5 f ormyl -L-leucyl -L- te.rt . -leucine-N-methylamide waarbij 
N-formyl L-leucine wordt gekoppeld met L- tert, -leucine- 
N-methylamide in aanwezigheid van een 
activeringsmiddel . Bij voorkeur wordt L- tert. -leucine- 
N-methylamide met een enantiomere overmaat groter dan 

10 98% en N-formyl-L-leucine met een enantiomere overmaat 
groter dan 98% toegepast. Desgewenst wordt het 
verkregen dxpeptide vervolgens gedetormyleerd en wordt 
het verkregen N-f ormyl -L-leucyl -L- tert . -.1 eucine-N- 
methylamide of het L-leucyl -L- tert , -leucine-N- 

15 methylamide nog onderworpen aan een of meerdere 
kristallisaties . 

De uitvindmg betreft tevens het N-formyl- 
L-leucyl-L- tert . -leucine-N-methylamide, en de 
toepassing van N-formyl-L-leucyl-L- tert . »leucine-N- 

2 0 methylamide in de bereiding van f armaceur.ica . 
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WERKWIJZET.VQQ R PR BEREIDING VAN EEN DT PEPTIDE EM 
TUSS B N PRODUCT TN EEN DERGELIJKE WERKWTJ7P 



De uitvinding betreft een werkwijze voor de 
bereiding van dipeptide met formule 1 

10 




waarin G een beschermgroep voorstelt waarbij N- 
beschermd L- leucine wordt gekoppeld met L-tert.- 
leucine~N-methylamide in aanwezigheid van een 
activeringsmiddel . 

Uit WO-A-96/11209 is een dergelijke 
werkwijze bekend waarbij N- (1, 1 -dimethyl ethoxy) 
carbonyl-L- leucine en L-tert. -leucine-N-methylamide 
worden gekoppeld. 

Nadeel van de bekende werkwijze is dat 
hierin dure beschermgroepen worden gebrulkt, waardoor 
het proces commercieel minder aantrekkeli jk is. De 
uitvinding voorziet nu in een commercieel 
aantrekkeli jke route voor de bereiding van bovengenoemd 
tussenproduct in de bereiding van bijvoorbeeld de 
farmaceutica als beschreven in WO-A-96/11209. 

Dit wordt volgens de uitvinding bereikt 
door als beschermgroep een formylgroep toe te paesen. 

Dipeptide koppelingen waarbij twee 
aminozuren worden gekoppeld zi^n algemeen bekend en 



20 



25 
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uitvoerig beachreven in de literatuur. Bij deze 
koppelingen reageert de geactiveerde zuurgroep van het 
uiteindelijk N-terminale aminozuur met de aminogroep 
van het uiteindelijk C-terminaal aminozuur of 
5 aminozuur-derivaat . Daarbij wordt de aminogroep van het 
uiteindelijk N-terminale aminozuur beschermd met behulp 
van een beschermgroep . In de werkwijze volgene de 
uitvinding worden twee enantiomeer verrijkte aminozuren 
gekoppeld. De enantiomere overmaat van de enantiomeer 

10 verrijkte aminozuren is bij voorkeur groter dan 80%, in 
het bijzonder groter dan 90%, meer in het bijzonder 
groter dan 98%. Het is bekend dat bij de koppeling van 
de aminozuren racemisatie van het N-terminale aminozuur 
kan optreden. Dit is met name het geval wanneer een 

15 formyl -beschermgroep wordt toegepast, zoals 

bijvoorbeeld beschreven in de handboeken Houben-Weyl, 
Band IS/1 (1974), biz, 166, en The Peptides, Academic 
Press 1979, Volume 1, biz. 279. Bijgevolg worden 
formyl -beschermgroepen bij een koppeling van 

20 enantiomeer verrijkte aminozuren niet overwogen. 

Aanvraagster heeft nu gevonden dat bij de koppeling 
volgens de uitvinding, waarbij een formylgroep als 
beschermgroep wordt toegepast, geen of slechts weinig 
racemisatie optreedt. Bovendien heeft aanvraagster 

25 gevonden dat mocht er racemisatie optrednn, juist dxt 

koppelingsproduct volgens de uitvinding, bijzonder goed 
via kristallisatie kan worden verrijkt m de gewenste 
diastereomere vorm. 

Een bijkomend voordeel van da werkwijze 

30 volgens de uitvinding is dat in de werkwijze goedkope 
activeringsmiddelen kunnen worden toegepast. 

Het N- formyl -L-leucine dat w:-rdt toegepast 
in de werkwijze volgens de uitvinding ka:'i bijvoorbeeld 
op bekende wijze worden bereid door L- leucine in 



27. OCT. 1999 14:4 1 



DSM PATENTS & TRADEMARKS 



NO. 6380 P. I! 



contact te brengen met mierezuur en bijvoorbeeld een 
anhydride. Bij voorkeur wordt azi jnzuuranhydride 
toegepast . 

Het L- tert. -leucine-N-methyl amide kan 
5 bijvoorbeeld worden bereid uit L~tert. -leucine via de 
omzetting van L- tert. -leucine en fosgeen in L-tert.- 
leucine-N-carboxyanhydride, dat vervolgens met behulp 
van N-methylamine wordt omgezet in L- tert . -leucine-N- 
methyl amide . 

to In de werkwijze volgens de uitvinding wordt 

het N-formyl-L-leucine geactiveerd met behulp van een 
activeringsmiddel , bij voorkeur een steriech gehinderd 
zuurchloride of een alkylchloorformiaat , en een base. 
Dergelijke activeringstappen zijn algemeen bekend en 

15 worden veel toegepast in peptidekoppelingen. De toe te 
passen basen zijn dan ook bij voorkeur de bekende basen 
die in deze activeringstappen worden toegepast, waarbij 
weinig racemisatie optreedt . Bij voorkeur wordt als 
base N-methylmorf oline toegepast. 

20 De temperatuur waarbij de ac^ivering wordt 

uitgevoerd is niet bij2onder kritisch en ligt in de 
praktijk veelal tussen -30°C en +30°C, bij voorkeur 
tussen -20°C en +1Q°C. 

Desgewenst wordt de activering uitgevoerd 

25 in een, bij voorkeur in het reactiemengsel inert, 

oplosmiddel . Geschikte oploamiddelen zijn bijvoorbeeld 
esters, in het bijzonder ethylacetaat , isopropylacetaat 
en isobutylacetaat , ethers, in het bijzorder 
tetrahydrofuraan (THF) , methyl - tert . -butylether (MTBE) 

30 en dioxaan, en nitrillen, in het bijzonder acetonitril. 

Vervolgens wordt de koppelinc, uitgevoerd. 
Hiertoe wordt het geactiveerde N-formyl-L-leucine in 
contact gebracht met het L-tert. -leucine-N-methylamide . 
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Bij voorkeur -wordt daarbij een oplossing van L-tert.- 
leucine-N-methylamide toegepast. 

Voor de tempera tuur waarbij de koppeling 
plaatsvindt geldt in principe hetzelfde als voor de 
5 temperatuur waarbij de activering wordt uitgevoerd. Bij 
voorkeur is de koppelingstemperatuur ongeveer gelijk 
aan de activeringstemperatuur . Geschikte oplosmiddelen 
voor het L-tert. -leucine-N-methylamide zijn 
bijvoorbeeld alcoholen, in het bijzonder methanol, 

10 ethanol en isopropanol, esters, in het bijzonder 
ethylacetaat , ieopropylacetaat en isobutylacetaat , 
ethers, in het bijzonder THF, MTBE en dioxaan. 

Het verkregen N-formyl-L~leucyl-L- tert . - 
leucme-N-methylamide kan vervolgens op algemeen 

15 bekende wijze worden gedef ormyleerd, bijvoorbeeld in 
zuur milieu. De def ormylering kan bijvoorbeeld worden 
uitgevoerd in waterig milieu, in water/alcohol mengsels 
of in een twee-fasen systeem. 

De temperatuur waarbij de de::ormylering 

20 wordt uitgevoerd ligt bijvoorbeeld tussen 20°C en 
110°C, bij voorkeur tussen 40°C en 80°C. 

Het verkregen N-f ormyl-L-leucyl~L- tert . - 
leucine-N-methylamide of L~leucyl-L- tert -leucine-N- 
methylamide kan deegewenst worden gezuive;rd, 

25 bijvoorbeeld door het tie onderwerpen aan een 

kristallisatie . Verrassenderwi j ze is gebj.eken dat door 
de kristallisatie de enantiomere overmaat van het n- 
terminale aminozuur in het al dan niet brischermde 
dipeptide kan worden verhoogd in die gevnllen waarin 

30 bij de peptidekoppeling racemisatie ie opgetreden. 

Geschikte oplosmiddelen die oij de 
kristallisatie kunnen worden toegepast zijn 
bijvoorbeeld, koolwaterstof f en, in het bijzonder 
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heptaan en hexaan; esters, in het bijzonder 
isopropylacetaat , isobutylacetaat en ethylacetaat ; 
ethers, in het bijzonder MTBE ; alcoholen, in het 
bijzonder methanol, ethanol, isopropanol en butanol; of 
5 mengsels daarvan. Een geschikt mengsel van 

oplosmiddelen is bijvoorbeeld een mengsel van heptaan 
ei> isopropylacetaat toegepast. 

De temperatuur waarbij de kristallisatie 
wordt uitgevoerd is niet bijzonder kritisch en is 

TO voornamelijK afhankelijk van de fysische parameters van 
het gekozen oplosmiddel, in het bijzonder het kookpunt . 
In de praktijk zal de kristallisatie veelal bij een 
temperatuur tussen 20°C en 100°C worden uitgevoerd. 

Afhankelijk van de exacte uitvoeringsvorm 

15 van de peptidekoppeling, kan het van voordeel zijn om 
het verkregen tuasenproduct N-formyl-L-leucyl-L- tert . - 
leucine-N-methylamide te isoleren via bijvoorbeeld 
extractie of kristallisatie. 

Het verkregen L-leucyl -L- tert: . -leucine -N- 

20 methylamide kan bijvoorbeeld worden toegepast in de 
bereiding van f armaceutica, bijvoorbeeld de N- (cc- 
eventueel gesubstitueerd mercaptocarboxyJ ) -L-leucyl -L- 
tert. -leucine-N-methylamide verbindingen zoals 
beschreven in WO-A-96/11209 en WO-A-97/12 902 . De a- 

25 eventueel gesubst itueerde mercaptocarboxylgroep staat 
hier bijvoorbeeld voor een groep met formule RiS-C(R 2 )- 
C(O)- waarin Ri staat voor H of R 3 CO waarin R 3 een C x - 4 
alkyl, (Ci-4 alkyl) aryl-, (Ci. 6 alkyl ) hete::oaryl- , C 3 . 6 
cycloalkyl-, (C 3 - 6 cycloalkyl) C x . 4 alkyl C 2 -e alkenyl-, 

3 0 (C2-6 alkenyl) aryl- , aryl- of heteroarylgroep is; en R 2 
staat voor H of een C1-4 alkyl -C (0) -A- of C1.4 alkyl -NH- 
C(0)-A-groep waarin A staat voor 
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p en q zijn elk onaf hankeli jk 0 of 1 

R 4 = H of een C x . € alkylgroep (elke R 4 onaf hankeli jk van 

5 de andere) 

Y en Z zijn elk onaf hankeli jk H of (C 0 -4 alkyl)R 5 waarin 
R 5 is NHR 4 , N(R 4 ) 2 (R 4 elk onaf hankeli jk) , COOR 4/ CONHR 4/ 
NHCO2R4, NHS0 2 R 4 of NHCOR 4 en 
W is 0, S(0)tn met m - 0,1 of 2, of NR 6 
10 R 6 = H, C x - 4 alkyl, COR 7 , C0 2 R 7/ CONHR7 of S0 2 R 7 

R 7 = H, C1.4 alkyl, aryl, heteroaryl, (Ci_ 4 alkyDaryl of 
(Ci. 4 alkyl) heteroaryl . 

R en S zijn elk onaf hankeli jk CH of N. 

Deze verbindingen kunnen op bekende wijze worden bereid 
15 door bijvoorbeeld een al dan niet gesubs^; itueerd a- 

mercaptocarbonzuur te activeren en te koppelen met het 
volgens de uitvinding verkregen dipeptide L~leucyl-L- 
tert. -leucine -N-methylamide gebruikmakend van klassieke 
peptide koppelingstechnieken, zoals bijvoorbeeld 
20 beschreven in WO-A- 96/11209 en WO-A- 97/12902 . 

De uitvinding zal nu verder worden 
toegelacht aan de hand van voorbeelden, :?onder evenwel 
daardoor te worden beperkt. 
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Voorbeeld I — 

fiereidina van N- f ormyl -T.-l eucvl -L- tert . - leucine-N- 
mefchylamide uit N-f ormyl -r,-1 engine en L- tert. -leucine- 
N- me fchvl amide 

5 Aan een oplossing van M-f ormyl -L- leucine 

(8,0 gram, 50 mmol) in tetrahydrofuraan (125 ml) werd 
onder etikstof bij -18 °C ieobutylchloorf ormiaat (6,5 
gram, 4 8 mmol) gedoseerd. Vervolgens werd N- 

m ethyl mor f o li ne (4,8 gram, 4B mmol) toegedruppela m 

10 een zodanig tempo dat de temperatuur < -15 °C bleef . Er 
onstond een neerslag. 

Na 15 minuten naroeren werd een oplossing 
van L- tert . -leucine-N-methylamide (6,5 gram, 45 mmol) 
xn tetrahydrofuraan (50 ml) gedoseerd zodanig dat de 

15 temperatuur < -15 °C bleef. Vervolgens werd 1 uur 
nageroerd bij -18 °C. 

Het react iemengsel werd verwsirmd tot 0°C en 
bij deze temparatuur werd water toegevoeqd (100 gram) . 
Hierna werd onder vacuum THF af gedest illeerd . 

20 Isopropylacetaat (75 ml) werd toegevoegd en het 

reactiemengsel werd op pH=l,5 gebracht met zoutzuur. Na 
lagen scheiden werd de waterfase tweemaal geextraheerd 
met respectieveli jk 50 en 35 ml isopropylacetaat. De 
verzamelde organische fases werden vervo.lgens gewassen 

25 met 50 en 25 ml verzadigde natriumbicarbcnaat oplossing 
en tenslotte met 25 ml water. De organische fase werd 
vervolgens onder vacuum ingedampt . 

Er werd N-f ormyl -L-leucyl-L- cert . -leucine- 
N-methylamide verkregen in goede opbrengnt, en met een 

30 e.e. (L-leucine fragment) van 99 % (HPLC) 
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vporbeeld II ~ 

Berei . d i. nq van L- l euc v l -L- tftrt . -leucine-K-methvlannHg 
Uit N-fQrmvl -I»-leucv1 -T,- tert. -leucinft-N-mgf.hylami^ 

11,7 g (41 mmol) N-f ormyl-L- leucyl-L- tert . - 
5 leucine-N-methylamide (zie voorbeeld I) werd 

gesuspendeerd in 1M HCl (100 ml) en verwarmd naar 40 °C. 
Na 18 uur roeren bij deze temperatuur (alles ging in 

oplossing) werd afgekoeld n aar kamertemp^ra hnnr Pn 

eenmaal geextraheerd met 50 ml isopropylacetaat . Na 
10 lagen scheiden werd de pH van de waterfase met SO %-ige 
natronloog oplossing naar 10 gebracht . Er werd twee 
maal geextraheerd met isopropylacetaat (75 ml) . De 
verzamelde organische faaes werden onder vacuum 
ingedampt . 

!5 Residu werd gesuspendeerd in heptaan 

(75 ml) en verwarmd tot 65 °C. Er werd zcveel 
isopropylacetaat toegevoegd tot alles net oploste. Na 
kristallisatie door middel van afkoelen naar 
kamertemperatuur en filtreren werd twee maal gewassen 

2 0 met heptaan (25 ml) en het materiaal gedroogd. 

L-leucyl-L- tert. -leucine-N-methylamide werd in geode 
opbrengst verkregen met een 
Zuiverheid = >98% (HPLC) 

e.e. (L-leucine fragment) van 99 % (HPLC* 



25 



27. OCT. 1999 14:42 



DSM PATENTS & TRADEMARKS 



NO. 6380 P. 17 



- 9 - 



Voorbfteld III- 

ttereidina van N-fnrmvl-L-leucyl-L- tert. -leucine-N- 
mprhyl ami rte uit N- f ormyl -L- leuri ne en T.- Cart . -leucine- 

N- methyl amide 

5 Aan een suspensie van N-formyl-L- leucine 

(15,9 gram, 100 mmol) in isopropylacetaat (85ml) werd 
onder stikstof bij -15 °C iaobutylchloorf ormiaat (12,3 

gra m, 90 mmol) gedoseerd, Vervolgens werd N- 

methylmorf oline (9,1 gram, 90 mmol) in isopropylacetaat 

10 (25 ml) toegedruppeld in een zodanig tempo dat de 
temperatuur < -10 °C bleef . 

Na 90 minuten naroeren werd de gevormde 
suspensie gedoseerd aan een gekoelde oploseing van L- 
tert . -leucine-N-methylamide (13,0 gram, 90 mmol) in 

15 methanol (65 ml) zodanig dat de temperatuur < -10 °C 

bleef. Vervolgens werd 3 0 minuten nageroard bij -10 °C. 

Het reactiemengsel werd verwarmd tot 
kamertemperatuur en bij deze temparatuur 2 uur 
nageroerd. Aan het reactiemengsel werd 100 ml water 

20 toegevoegd en nub. v. 37%-ige waterige zoutzuuroplossing 
werd de pH naar 1,0 gebracht. Na lagen scheiden werd de 
waterfase nagewassen met 2 maal 75 ml isopropylacetaat. 
De verzamelde organische fases werden vervolgens 
gewassen met respectieveli jk 100 en 50 ml verzadigde 

25 natriumbicarbonaat oplossing. 

De organische fase werd vervolgens onder 
vacuum ingedampt, Er werd N- formyl-L-leucyl-L- tert . - 
leucine-N-methylamide verkregen met een <:.e. (L- leucine 
fragment) van 98 % (HPLC) , 



30 
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Voorbeeld IV _» 

Bere i d i ng van N-formy l -li-leucyl - L - terfc . - l euc i ne-N- 
mf.thvl amide uit N-formyl-L- leucine en L- cert . - 1 euc i - 

N-methylamide 
5 N-formyl-L-leucyl-L- tert. -leucine-N- 

methylamide werd bereid zoals beschreven in voorbeeld 

III, Alleen bij ternperaturen tueeen 0-5 °C 

Er werd N-formyl-L-leucyl-L- tert. -leucine-N-methyl - 

am i de verkregen met een e.e. (L- leucine rragment) van 

10 86 % (HPLC) . 

Voorbeeld V 

Bereiding van L-leucyl -L- cert, -leucine-N-methylanndg 

uit N-formvl-L-leucvl-L- tert. -leucine~N-methylamide 
15 Het materiaal verkregen in voorbeeld IV 

werd behandeld zoals beschreven in voorbeeld II, 
Er werd L-leucyl-L- tert . -leucine-N-methylamide 
verkregen met een e.e. (L- leucine fragment) van 95 % 
(HPLC) . 

20 
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CONCLUSIES 



1. Werkwijze voor de bereiding van dipeptide met 
formula 1 



waarin G een beschermgroep voorstelt 
waarbij N-beschermd L- leucine wordt gekoppeld met 
10 L-tert. -leucine-N-rnethylamide in aanwezigheid van 

een activeringsmiddel , met het kenmerk, dat als 
beschermgroep een formylgroep wordt toegepast, 

2. Werkwijze volgens conclusie 1 of 2 waarin het L- 
tert . -leucine-N-methylamide een enantiomere 

15 overmaat groter dan 98% heeft. 

3. Werkwijze volgens conclusie 1 of 2 waarin het N- 
f ormyl-L-leucine een enantiomere overmaat groter 
dan 98% heeft. 

4. Werkwijze volgens een der conclusie3 1-3 waarin 

20 het verkregen N-formyl-L-leucyl-L- tsrt. -leucine -N- 

methylamide vervolgens wordt onderworpen aan een 
of meerdere kristallisat ies . 

5. Werkwijze volgens een der conclusie^ 1-4, waarin 
het verkregen dipeptide vervolgens wordt 

25 gedef ormyleerd . 

6. Werkwijze volgens conclusie 5 waarir.. het verkregen 
L-leucyl-L- tert . -leucine-N-methylamide vervolgens 
wordt onderworpen aan een of meerde::e 
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kriatalliaatiea . 

7, Werkwijze volgena concluaie 5 of 6, waarin het L- 
leucyl-L- tert . -leucine-N~methylamide vervolgens 
wordt gekoppeld met een al dan niet geaubst itueerd 

5 a-mercaptocarbonzuur tot het overeenkomstige N-a- 

eventueel gesubstitueerd mercaptocarboxyl-L~ 
leucyl-L- tert . -leucine-N-methylamide . 

8 . N-formyl-L- leucyl -L- tert. -leucine-N-methylamide. 

9 . w-f ormyl-L- leucyl -L- tert. -leucine-N-methyl -amide 

10 met een enantiomere overmaat van het N-terminale 

aminozuur in het dipeptide van meer dan 80%. 
10 . N-f ormyl-L- leucyl -L- tert* -leucine-N-methyl - amide 

met een enantiomere overmaat van het N-terminale 

aminozuur in het dipeptide van meer dan 98%. 
15 11 . N- f ormyl ~L- leucyl -L- tert » -leucine -N -methyl - amide 

volgens concluaie 9 of 10 met een diastereomere 

overmaat van meer dan 80%. 
12 . N-f ormyl-L- leucyl -L- tert. -leucine -N-methylamide 

volgens conclusie 11 met een diaatereomere 
2 0 overmaat van meer dan 98%. 

13. Toepassing van N- f ormyl -L- leucyl -L- tert . -leucine - 

N-methylamide volgens een der conclusies 8-12 in 

de bereiding van f armaceutica . 



I 
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UITTREKSEL 



Werkwijze voor de bereiding van een N- 
5 formyl-L-leucyl-L- tert. -leucine-N-methylamide waarbij 
N-formyl L-leucine wordt gekoppeld met L - tert , -leucine - 
N-methylamide in aanwezigheid van een 
activeringsmiddel . Bij voorkeur wordt L- tert. -leucine- 
N-methylamide met een enantiomere overmaat groter dan 

10 98% en N-f ormyl -L-leucine met een enantiomere overmaat 

groter dan 98% toegepast, Desgewenst wordt het 

verkregen dipeptide vervolgens gedeformyleerd en wordt 
het verkregen N-formyl-L-leucyl-L- tert, -leucine-N- 
methylamide of het L-leucyl-L- tert. -leuci.ne-N- 

15 methylamide nog onderworpen aan een of meerdere 
kristallisaties. 

De uitvindmg betreft tevens het N-formyl- 
L-leucyl-L- tert. -leucine-N-methylamide, en de 
toepasaing van N-f ormyl -L-leucyl-L- tert , »leucine-N- 

2 0 methylamide in de bereiding van f armaceur.ica . 



